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花生 D N A 导入大豆后代蛋白组分

及氨基酸的变异性
’
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,

长春 13 0 0 2们
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,
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摘 要

花生 D N A 导入大豆后
,

子代种子的 蛋 白质含 1 明显高出双亲
,

表现 出杂种

优势
。

对 萌发各期子叶 蛋 白的 电泳分析表明
,

导入 后代的绝大部分蛋 白亚基纽 分

与大 豆相似
,

但分子童近 3 OK D 的一 条蛋 白带与花生的相似
,

日亚基的变化也与

大豆的有差异
。

导入后代的甘氮酸
、

亮氛酸
、

组氮酸和 苏氮酸含量明 显高于 两 亲

本
,

而 谷 氮酸
、

天冬氮酸
、

丙 氛酸
、

撷氮酸
、

蛋 氛酸
、

色氮酸 低于 亲本 ; 其它氛基酸

含蚤接近两亲本之一或居中
,

其中丝氛酸
、

异亮氮酸含蚤与花生的相似
。

结果表

明
:

花生 D N A 导入 大豆后
,

引起 了后代在蛋 白质和 氛基酸 方面的明 显变异
。

关链词 花生 ; D N A ; 大豆 ; 蛋白质 ; 氮基酸

D N A 导入技 术早在 70 年代就山我国的周光宇先生首创
,

并用在棉花
、

高梁等远缘育

种
_

卜
,

取得了 良好效果 .a[
` · ’ 二

。

近年来
,

此项技术 )
’ `

泛应用到许多作物
_

日
’ 、

2
、
5
工

。

并不断有 人

证 明 D N A 导入技术的可靠性以
,

、

吕
、

’ 二
。

80 年代后期
.

先后有人在野生大豆 D N A 导入栽培

大豆 .z[
“二

、

花生 D N A 导入大豆 .l[
三仁

_

卜取得成功
。

我们在 l蛇 , 年用花生 O N A 导入大豆后
.

在后代中筛选出一 个蛋白质
一

含童高
、

产童性状较好的品系
。

对此
,

我们进行了亲本及后代

蛋白含量
、

贮藏蛋白组分及氨基酸组分的分析
,

借以探讨导入后代与 亲本之 1llJ 的遗传关

系
。

本文于 19 9 3 年 1 0 月 S H收到
.

T h is 伸 p e r w 竺 r e沈veI d o 百、 o e t
.

5
.

19 9 3
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材料和方法

《
、

一 )材料

大豆 ( ` I ,
。认 。 , 。 。 : ( L

.

) M e r r )种子为兴农 月号
,

花生 ( ^ r a e h ` h y p o g a e a )种子为吉引

号
,

花生导入大豆的后代种子 为 D :
代种子

。

其导入方法及 D 3

代表型见文献 :l[
。

(二 )方法

!
.

种子蛋白质含量的分析

花生 p e田 , u t

卜I丫V r -
闷 一
一一

一

用半微量凯氏定氮仪测定

大豆 S o y b o a n

9 4K D

6 7K D

4 3K D

. 翻口 翻日月

峨翻 日百翻

扭翻 . .

. . . . . . . .

尼二 2二 至乙困

. . . . 翻 .

. . . .曰 . .

3 0K D

1 7
.

SK D

l划 I

F ig
·

萌发过程
,

!
,
花生

、

大豆和花生 D N A 导入后代 D :

子叶贮藏蛋白组分的分离及变化

T h e s e p e r a t i o 一1 a n d e h a n g e s o r s t o r a g e p r o t e i ,、 s u b u n i t s 111 p e a n u t ,
C h a n g n o n g 4 an d

rh e i r D N A t r a ll s cf r u

ffs P r in g D , d u r in g g e r m i n a t i o n

(〔城〕 ^ ) D a y s a f t e r g e : m in a r io n

2
.

种子氨基酸组分分析 取 0
.

59 种子干粉用盐酸在 t lo ℃水解 24 小时
、

N a o H 中和

后于 岛津 c s 一 5 0 0 0 型高压液相 色谱仪
.

卜进行层析定量
。

3
.

种子贮藏蛋 白亚基的分析 将三个样品的种子于 25 ℃下萌发
,

取萌发 l一 6 天 的

种子子叶
,

用提取液 ( 6 5 n 。 、。 一/ L 磷酸缓冲液 p H 7
.

6
,

0
.

刁m o l / L N a e 一
,

0
.

o l m o l / L 日一硫基

乙醇 )在 刁℃
一

卜研磨提取一昼夜
,

12
.

00 0 x g 离心 20 分钟
,

取上清液做分离样品
。

蛋白电泳

采用 S u itr n iil 的 s D s 一聚丙烯酞胺凝胶系统
,

浓缩胶 刁%
,

分离胶浓度为 论%
。

稳流 2 5m A

电泳 8
.

5 小时
,

考马斯亮兰 R 25 o 染色
,

甲醇一冰醋酸脱色
。

结果与分析

(一 )蛋白质含 t

测定表明
,

花生
、

大豆和 D
,

种子的蛋白质含量分别为 29
.

95 %
、

4 4
.

99 %和 50
.

70 %
,

D 3 的蛋白质含量 比花生和大豆分别高 出 69
.

23 %和 12
.

69 %
。

表现出明显的变异并表现
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出杂种优势
。

(二 )种子氮基酸组成的分析

3 个材料 18 种氨基酸的分析结果列于表 l
。

表 l 花生
,

长农 月号及 D N A 导入后代 D :
子叶

`

!
,

氨基酸的组成

T a b le 1 T h e a n l i n o a e id s e o n l p o ,、 e , l t s 1.1 一) ca n u t ,
C h a l、 g , , u ,一8 4 a : 、 d r h e s r u f s p r i , 一9 D 3

(
n 、 s / I t , Ug )

斌基酸 ^ m in o a e id s C h a n g一 o t飞 9 4 花生 P e a ,、 u t

天冬氛酸 A sP

谷氨酸 G lu

丝拭酸 sc
r

甘械酸 G ly

苏氨酸 T hr

脯敏酸 rP
o

丙氨酸 ^ 场
,

精拭酸 ^ gr

绷氨酸 v 公

蛋拭酸 M et

脱拭酸 f ys

异亮氨酸 uc

亮氮酸 L cu

色氨酸 T r p

苯丙拭酸 hP
c

组氮酸 H is

赖斌酸 L y ,

酪斌酸 T yr

】5 4
.

8 1 4 8 0
.

0】 3 07 15

7 6 1
.

13 16 7 3
.

3 8 1 14 2
.

59

2 19
.

0 7 】7 5
.

6 0

3 5 4
.

4 7

2 0 5
.

0 4

】4 5 6
.

0 3 7 9 3
.

8 3

30 9
.

4 5 1 19
。

7 3 10 8 72

3 17
.

9 3 4 8 0
.

3 9 2 19
.

6 6

16 3
。

3 3 4 9 5
.

19 59 7
.

2 2

15 0
.

】9 日 2 8
.

3 4 9 9 8
.

5 0

35 5
。

19 2 14 3
.

9 4 10 8 0
.

6 6

2 17
.

6 6

35 2
.

7 4

3 2 5
.

07

3 7 4
.

69

2 9 8
.

4 7

14 4
.

07

1 4 10
.

19 9 3 1
.

38 】4 2 9
.

3 4

19 3 4
.

】7 16 5 7
.

5 ! 6 6 7
.

4 6

5 7 6
。

8 3 10 5 6
.

07 9 7 5
.

2 4

10 7 3
.

2 9 】33】
.

4 7 6! 5
.

2 4

1 119
.

2 6 5 5 6
.

7 4 3】5
.

9 4

2 4 2
.

8 8 45 1
.

6 8 】4 ! 3 1

42 9
.

4 4 ! 3 7
.

2 0 1 02 0
.

6 9

从表中可以看 出
,

D 。 的组
、

亮
、

苏和甘氨酸含量高于双亲 ; 天
、

谷
、

丙
、

缴
、

蛋和 色氨酸

含量则低于两亲本
; 酩

、

赖
、

苯丙和脯氨酸含量介于两亲之间
; 而异亮氨酸

,

丝氨酸含童与

花生的相似
;
胧氨酸

、

精氨酸含量与大豆的相似
。

从氨基酸总童看
,

D 3 为 13
.

3 2 29 / 10 0 9
,

大

豆为 12
·

8 7 3吕八 0 0 5
,

花生为 1 1
.

0 6 19 / 10 05
,

也是以 n
3

的为最高
。

(三 )种子萌发过程中种子贮藏蛋白组分的变化

电泳分析表 明
,

大豆和花生的贮藏蛋白亚基的数目和电泳谱带的分布大多数是相 似

的
,

但花生中分子量较 高的蛋白业基 ( 己
,

的含童要 比大豆的少得多
; 分子量在 」礴K D 和

56 K D 之间的 4 个蛋白带其电泳迁移率虽与大豆的 礴条带在相同范围内
,

但萌发 中降解

的较快
,

有的含量较少
,

分子虽为 56 K D 和 38 K D 的两个蛋白带 又明显 比大豆的含量少
。

另外
,

分子量较小的蛋白亚基 (约 30 0 0 0D )是
、

大 豆所没有的
,

而大豆中的 25 K D 蛋 白是花

生和 D 3

所没有的
。

从整体 卜看
,

花生的大多数蛋白随萌发 l叮降解或消失 j 可大豆的只有少

数几 个蛋白亚基在萌发的 6天里产生降解 (如 了
, 。 ,

田
。
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D3

的蛋白业基的分子量分布
、

组成与大豆的接近
,

但有两点与花生有相似之处
:

l) 有

许多亚基随萌发而降解 (见图 1 ) ; 2) 分子量 3 0 0 0 0 的蛋白亚基与花生中的相似
,

而分子量

为 2 5 0 0 0 的大豆蛋白亚基在 D :
中却没有

。

从以 卜结果看
,

花生蛋白的亚基成分基因进入

了大豆中
。

讨 论

我们曾报道花 生 D N A 导入大豆其后代在植株形态
、

叶 片大小
、

结荚 习性
、

种皮颜色

及产量性状等方面均出现变异〔’二。

这从农学角度很明显地看出 D N A 导入技术对引起后

代变异的真实与可靠性
。

本文从蛋白质
、

贮藏蛋白的亚基成分及氨基酸组成方面提供了花

生 D N A 导入大豆引起后代变异的分子证据
。

本结果表 明
,

D N A 导入后代的蛋 白质含量 明显地高于双亲
,

氨基酸总量
、

组氨酸
、

亮

氨酸
、

苏氨酸及甘氨酸含量 也高于双亲
,

这说明 D N A 导 入引起的后代变 异
,

同样可以导

致杂种优势的出现
。

与常规杂交相比
,

D N A 导入是供体的部分 D N A 片段与受体基因的杂交队蛇
,

后代的

变异个体在多数性状 匕与受体相似
。

从我们的结果也看出
.

除了分子量为 30 0 0 0 左右的蛋

白亚基与花生的相似外
,

D 3 的多数贮藏蛋白亚基与受体长农 4
一

号的相似 (图 l )
。

然而
。

虽

然 日一亚基的几个亚基谱带与长农 魂
一

号相似
,

但仍在含量 (着 色深度 )及萌发 中的变化 卜

与长农 魂号 不同
,

这表明
,

供体 D N A 控制的基因不但可以进 入受体 而表达
,

而且还会以

某种方式或途径影响受体的基因表达而改变后代性状
。
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